

































levels decreased  in  all  four  species,  although  the  concentrations of CO varied between  species. 
Moreover, plasmatic lactate level differed between the marine and freshwater fish. The use of CO + 
β‐CD extended the shelf life of fish from all the species studied (by 3–7 days). In conclusion, using 







and  transport, and as a  result of  stocking density and pre‐slaughter procedures  [1–4]. The  stress 
response  triggers  the  activation  of  the  hypothalamo–pituitary–interrenal  and  hypothalamus–
sympathetic–chromaffin  axis, which  releases  corticosteroids  (mainly  cortisol)  and  catecholamines 





























direct  exposure  to  heat,  humidity,  light,  or  oxygen,  which  would  imply  a  decrease  of  their 
effectiveness [16]. In light of this, the use of nanotechnology has been proposed for preserving and 
potentiating the effects of essential oils [4]. 
Beta‐cyclodextrins  (β‐CD) are naturally occurring cyclical oligosaccharides able  to  form solid 
inclusion complexes with a wide variety of hydrophobic guest molecules [17,18], while improving its 
solubility,  increasing  its  stability  in  the  presence  of  light,  heat,  and  oxidizing  conditions,  and 
decreasing  its  volatility  [17].  β‐CDs  are widely used  in  pharmaceuticals, drug delivery  systems, 






In  the present study,  the effect of CO +  β‐CD  in pre‐slaughter  stunning was studied  in  four 
commercially important fish species (Atlantic salmon, European seabass, Nile tilapia, and Rainbow trout), 






























4.0  to  6.0  °C,  with  a  flow‐through  circuit,  suitable  aeration,  and  filtration  system  and  natural 











containing CO + β‐CD  (0, control condition, or 20, 40, or 60 mg/L  freshwater) or β‐CD  (240 mg/L 
freshwater, control condition) (Table 1). 
  































1  27.3–28.0  Crushed    1:1  −0.2    ‐  ‐  0, 5, 10 
2  27.3–28.0  Crushed    1:1  −0.2  ‐  ‐  0, 15, 30 
Rainbow 
trout 
1  16.0–18.0  Crushed    1:1  −0.2  ‐  ‐  0, 5, 15, 35 
Atlantic 
salmon 












IEO  (REGA:  ES300261040017)  and  the  approval  of  the  Department  of Water,  Agriculture  and 
Environment of the Region of Murcia Autonomous Government (Spain; A13160508). 































































2  °C  in  cold  rooms  of  Polytechnic  University  of  Cartagena  and  Nord  University,  for  sensory 










fresh,  seaweed, neutral,  1: metal,  2:  sour,  3:  rotten);  texture,  elasticity  (0:  finger mark disappears 
immediately, 1:  finger  leaves mark over 3 s). Accordingly,  the provided QIM score ranges  from 0 
(very fresh fish) to 19 or 22 (spoiled fish) demerit points for Nile tilapia or Atlantic salmon, and European 
seabass  or  Rainbow  trout,  respectively.  Sensory  evaluation  by  each  panelist  was  conducted  in 
individual booths under controlled conditions of light (white lighting 6000 K), temperature (20–22 
°C), and relative humidity (60–70%). The estimation of fish shelf life beyond the used experimentally 
conservation days, was performed by a  linear model,  (Y = aX), where Y  is  the QIM value, and X 





The  data  from  the  experiments,  generally  with  three  or  more  experimental  groups,  were 
analyzed  by  one‐way  analysis  of  variance  (ANOVA)  followed  by  a  Bonferroni  post‐hoc  test  to 
determine the differences between groups. In vertical axe of Figures 1–4 and in Tables, each value 


















indicate  statistically  significant  differences  between  groups  according  to  one‐way  ANOVA  and 
Bonferroni post‐hoc test (p ≤ 0.05). 



























to  the  fish  in  the  control  conditions  (7.95  ±  1.70  and  22.04  ±  3.66 min,  respectively)  (Figure  1D). 
However, no differences  in  the  time needed  to achieve  the same anesthesia stages were observed 
between the different concentrations of CO + β‐CD (Figure 1D). 
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in fish treated with 40 mg of CO + β‐CD/L, while base excess level and pH increased in those fish 
compared,  in  all  cases, with  the  control  group  treated with  freshwater  alone.  Interestingly,  the 
plasmatic  level  of  TCO2  increased  in  fish  treated  with  freshwater  containing  240  mg  β‐CD/L 
compared with the level of the fish from the rest of the groups assayed. In addition, the base excess 
level  in  fish  treated with  60 mg CO  +  β‐CD/L was  also higher  than  in  control  fish  treated with 
freshwater alone. No variations were observed in the levels of pCO2, HCO3, and SO2 in any of the 
conditions assayed. 






























203.40 ± 4.26 a  29.12 ± 0.91 a  9.98 ± 0.27 a  10.73 ± 0.28 a  100 a  −19.07 ± 0.40 a  7.15 ± 0.02 a 
204.21 ± 2.25 a  33.33 ± 0.96 b  10.04 ± 0.25 a  11.02 ± 0.29 a  100 a  −19.73 ± 0.34 a  7.13 ± 0.04 a 
40  204.67 ± 1.81 a  30.52 ± 0.62 a,b  9.86 ± 0.16 a  10.73 ± 0.18 a  100 a  −19.53 ± 0.27 a  7.12 ± 0.01 a 
50  222.11 ± 2.02 b  31.39 ± 0.84 a,b  8.94 ± 0.18 b  9.93 ± 0.18 b  100 a  −21.41 ± 0.29 b  7.06 ± 0.01 b 






200.40 ± 5.07 a  17.41 ± 1.03 a  8.22 ± 0.41 a  8.80 ± 0.45 a  100 a  −18.47 ± 0.95 a  7.29 ± 0.04 a 
187.79 ± 1.93 a,b  15.84 ± 1.68 a  8.68 ± 0.39 a  15.84 ± 1.68 b  100 a  −17.59 ± 0.43 a,b  7.33 ± 0.03 a,b 
20  196.62 ± 2.99 a,b  14.84 ± 0.67 a  8.42 ± 0.28 a  8.84 ± 0.30 a,b  100 a  −16.92 ± 0.58 a,b  7.36 ± 0.21 a,b 
40  181.67 ± 7.05 b  13.91 ± 1.04 a  8.68 ± 0.38 a  9.20 ± 0.43 a,b  100 a  −15.67 ± 0.71 b  7.42 ± 0.03 b 
























0  234.30 ± 4.73 a  17.75 ± 1.41 a  5.97 ± 0.19 a  6.40 ± 0.22 a  100a  −22.91 ± 0.75 a  7.13 ± 0.04 a 
5  232.75 ± 4.45 a  15.73 ± 1.08 a  6.71 ± 0.24 a  7.25 ± 0.32 a  100a  −20.51 ± 0.45 a  7.24 ± 0.02 b 
10  244.71 ± 3.61 a  14.97 ± 0.59 a  6.51 ± 0.18 a  7.10 ± 0.18 a  100a  −20.80 ± 0.35 a  7.25 ± 0.02 b 
2 
0  252.89 ± 7.60 a  17.69 ± 1.26 a  5.69 ± 0.34 a  6.44 ± 0.28 a  100a  −23.78 ± 0.97 a  7.12 ± 0.05 a 
15  262.75 ± 5.63 a  19.81 ± 1.53 a  6.21 ± 0.31 a  6.75 ± 0.28 a  100a  −23.25 ± 0.32 a  7.11 ± 0.02 a 




0  271.51 ± 4.25 a  30.59 ± 1.62 a  11.74 ± 0.78 a  12.81 ± 0.85 a  100a  −16.51 ± 1.23 a  7.19 ± 0.03 a 
5  284.13 ± 5.76 a  28.23 ± 2.88 a  12.38 ± 0.56 a  13.25 ± 0.52 a  100a  −14.63 ± 0.96 a  7.26 ± 0.04 a 
15  268.88 ± 8.66 a  30.01 ± 3.01 a  13.41 ± 0.99 a  14.51 ± 1.52 a  100a  −15.38 ± 1.22 a  7.24 ± 0.08 a 
35  286.67 ± 8.69 a  31.05 ± 2.21 a  14.11 ± 0.70 a  15.01 ± 0.73 a  100a  −12.88 ± 1.07 a  7.26 ± 0.04 a 
The letters indicate statistically significant differences between groups according to one‐way ANOVA and Bonferroni post‐hoc test (p ≤ 0.05). 
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3.6. The Use of CO + β‐CD Maintains the Sensory Attributes of Fresh Fish and Extends Shelf Life 
The panelists evaluated  changes  in sensory  scores of  the  four  species  studied during  the  ice 
storage (Figure 5). Zero points reflect the freshest state of the fish, while 19 (in salmon and tilapia) 
















during  slaughtering,  regardless  of  the  dose  of  CO  applied,  obtained  better  scores  since  they 
maintained the organoleptic qualities of fresh fish throughout the storage period, while the lowest 
scores  for odor were  those referring  to  the control samples. At  the end of  the storage period,  the 
panelists  rejected  the  control  samples  (slaughtered with normal  ice) on days 10–12 because  they 
showed the worst attributes: dull skin, concave eyes, opaque cornea, brown gills, and spoiled fish 




slaughtering.  The  panelists  detected  no  unpleasant  odors  or  alterations  in  gill  color  and  eye 
characteristics that were due to CO. 
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SW  y = 1.1608x  0.9731  12.3 
β‐CD  y = 1.0690x  0.9347  13.4 
S40  y = 0.9356x  0.9319  15.3 
S50  y = 0.8312x  0.9152  17.2 




FW  y = 1.1834x  0.9897  10.4 
β‐CD  y = 1.1538x  0.9881  10.7 
S20  y = 0.9738x  0.9754  12.7 
S40  y = 0.8123x  0.9634  15.2 




SW  y = 1.0959x  0.9658  13.0 
S15  y = 0.8108x  0.9457  17.6 




FW  y = 1.1558x  0.9658  12.4 
S15  y = 0.9477x  0.9366  15.1 






mg  β‐CD/L  FW  (β‐CD)  (control  conditions)  or  20,  40 or  60 mg CO  +  β‐CD/L  FW  (S20,  S40,  S60, 
respectively). European seabass and Rainbow trout was stunned with crushed ice mixed with SW or FW, 









dealt with  anesthetics  and  fish management  in  aquacultural  facilities  [15,37],  and CO  has  been 





molecules,  including  natural  essential  oils  [39,40].  In  addition,  encapsulation  may  limit  the 




























such  a  stress  response  [48–52].  Moreover,  the  plasma  concentration  of  pO2  tends  to  increase 
immediately after a stress response, while  the plasma concentrations of pCO2 and HCO3 decrease 
[53]. Interestingly, the increase in glucose, lactate, and cortisol are also indicative of oxidative stress 









suggesting a strong stress  response  in  these  fish. However, when a 40 mg CO +  β‐CD/L dose was 
applied, none of these plasmatic parameters (pO2, pCO2, HCO3, TCO2, SO2, base excess and pH) was 
altered compared to control. All these data taken together indicate that stunning with 40 mg CO + β‐
























similar. As  in Rainbow trout, the decrease of glucose and  the  increase  in  lactate might be due  to  the 
slower blood circulation induced by stunning [57]. But, as the cortisol level was not modified compared 
with the control, a stress response might occur altering the fish metabolism. This is supported by the 
























attributes  in different  storage period under  refrigeration  conditions  [24,25,27,69,70]. Linear  fit  to 
predict shelf life of fresh fish and seafoods is a method highly accepted by the scientific community 
[26,71–73] and it is considered the most appropriate method in this specific case, especially when we 
want  to  estimate  the  shelf  life  of  fish  beyond  the  used  experimentally  conservation  days. 
Furthermore, the use of QIM is recommended by several European research institutes [74–77]. Based 
on  the  sensory analysis  results obtained  in  the present  study  following  traditional  slaughter and 
preservation  treatments, a maximum shelf  life of 12.3, 10.4, 13, and 12.4 days can be achieved  for 
Atlantic salmon, Nile tilapia, European seabass, and Rainbow trout, respectively. [69] found a shelf life of 
13 days  for  aquacultured  seabass  treated with  slurry  ice during  transportation  and  flake  ice  for 
storage at 4 °C. Pacheco‐Rodrigues et al. (2016) reported a shelf life of 15 days for Nile tilapia, [78] 16 
days  in  Lake Malawi  tilapia,  and  [79]  13  days  in  whole  gutted  salmon  stored  in  ice.  In  our 
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